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胡 伤 的 治疗 与 巡 伤 种 类 的 快速 诊断 密切 担 关 。 我 们 用 亲 和 层 析 法 纯化 了 三 种 巡 春 的 抗体 Fab， 它 们 之 问 
GRALEETECLELER. AARRE He qo R A Fabr, RETADR 
SERO BTE RE. VDTEDOIRPDPRIRUMOED 5 EEU FER, 人体 血 清 对 该 测定 无 圭 抗 现象， SEIEN EUR. 
良好 。 
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蛇 伤 的 蛇 种 快速 鉴定 对 病人 及 时 有 效 治 疗 有 着 重要 的 作用 。 近 年 来 ， 国 外 关于 蛇 伤 
的 蛇 种 诊断 已 有 报道 , 如 放射 免疫 测定 法 (Sutherland, 1977) , Bii £e JE HE (Coulter, 
1980) 等 。 但 这 些 方法 测定 耗 时 长 ， 仪 器 要 求 高 ， 以 及 酶 标 抗体 之 间 有 免疫 充 丸 反应 。 
国内 报道 的 对 流 免 疫 电 访 法 、 乳 胶 凝 集 抑 制 法 《李云龙 等 ，1982?》 ULP ELE, TCR 
KREM. 

五 步 蛇 、 晶 蛇 和 银 还 蛇 是 我 国 江 浙 一 带 常 见 的 毒蛇 ， 我 们 用 无 免疫 变 尺 反应 的 这 三 
种 蛇毒 的 抗体 Fab BUENGOBIISULMOEE 《HRP》 酶 标 Fab， 并 用 三 亚 心 法 测定 蛇毒 ， 效 
果 较 佳 ， 灵 敏 快速 ， 结 果 较 为 满意 。 


HOS 与 方法 


EPERE. MEE, SRORGEGEORMUIDETRAEGE BORD) NE IO ETHER DUE. aree, 
抗 量 蛇 毒 和 抗 银 环 蛇 毒 抗体 Fab 由 上 海 生 物 制 品 所 制备 。 小 牛 血 清 购 自 金 华 清 湖 忱 牛 种 
用 研究 站 。 尊 根 过 氢化 物 矢 购 自 上 海 生 化 记 东 屯 厂 。 其 它 常用 试剂 均 为 国产 分 析 缠 。 

无 免疫 交叉 反 放 的 抗体 Fab Bose, SEEKS ATUS (Ji Xin Song et al., 


村 文 1989 年 5 HOIR KPL AFR HosBÉegn. 
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1984) HEHEA, Mi EERME -Sepharose 4B (每 ml 抽 干 的 Sepharose 4B 
加 5mg 蛇 毒 》 。 然 后 装 成 柱 (1.2x 8cm) 用 含 0.5MY NaCl 的 0.05M pH7.95 Tris-HCl 
冲 液 平衡 ， 将 60 一 80DD,s6 的 Fab 通 过 柱 ， 流 出 的 就 是 所 要 的 Fab。 晕 蛇毒 抗体 Fab 通 过 
五 步 蛇 毒 -Sepharose 4B 柱 和 竹叶青 蛇毒 -Scpharosc 4B Ha 五 步 蛇毒 抗体 Fab git 
at -Sepharose AB fk, 

酶 秆 抗体 Fab 的 制备 ， 按 Boor:ma 方 法 (Boorsma ef al., 1979) 制备 HRP-Fab, 
上 只 是 所 用 Ultragel AcA-44 柱 为 1 x 46cm， 流 速 为 1 ml7 小 时 。 

酶 标 测 定 锭 毒 ，1) 将 抗 术 Fab 稀 释 到 最 适 浓 度 6 一 12 mg/L， 所 几 溶 液 为 0.05M 
pH 9.6 REAM, BALI 0.1 ml 56 RENE., KHAKE., ^ 
口 ， 冰 箱 中 放置 备用 。 20 接 有 抗体 Fab 的 孔 中 加 0.1 m ERR, WRR 0.05M 
pH 7.209888 bp dA, dy 0.996 NaCl, 0.05% Tween-80 和 10% 小 后 血清 。37 亿 保温 
304*9b:, MARRARA, 35 (3700.1 ml 含 酶 标 抗体 的 上 述 缓 溃 液 ，37 亿 保温 
304 9h, WEE. 40 Jmo.1 ml HRP 活 力 测定 反应 液 (3.5mg 4-383 X RR Ib E. 
1ml 3 儿 本 水 溶液 和 20 ml 0.244 pH 7.0 磷酸 缓冲 液 。 混 匀 后 加 25h1 396 H;O;, 
RAJAT , 37'CfRili3O4rBb, HB indu xd 500nm 光 吸 收 。 








2 果 与 讨论 


AEF abi siie 

用 琼脂 板 免疫 扩散 沉 诈 实验 发 更， 蛇毒 抗体 Fab 除 与 自身 对 应 的 蛇毒 有 反应 外 ,五 
步 蛇 毒 抗体 Fab 与 晕 蛇 毒 、 竹 叶 青 蛇毒 有 沉淀 反应 ; 晕 蛇 毒 抗体 Fab SAFER, Prr 
站 蛇毒 有 沉淀 反应 。 后 来 的 酶 标 测定 实验 也 证 实 了 这 个 结果 、。 因 而 ， 要 准确 地 鉴定 蛇 
毒 ， 必 须 先 除去 交叉 免疫 反应 的 抗体 。 要 达到 此 目的 ， 最 有 效 的 方法 就 是 亲 和 层 析 。 

HERE tk Fab 过 晕 蛇 毒 -Sepharose4 B 柱 ， 流 出 的 抗体 氏 ab tear dC E 
反应 。 巧 合 的 是 ， 它 与 竹叶青 蛇毒 亦 无 反应 。 此 层 析 的 回收 率 为 606 一 70%6， 即 原液 中 
有 交 灵 反应 的 抗体 Fab 占 3024。 

Matet Fab 过 五 步 姨 毒 -Sepharose 4 了 3 柱 。 流 出 的 抗 笨 Fab 与 五 步 蛇 毒 无 免疫 
反应 ， 但 与 竹叶青 蛇毒 还 有 反应 。 因 而 再 通过 竹叶青 蛇毒 -5epharose 4B EEN, WS 
得 到 的 抗体 与 五 步 蛇 毒 和 竹叶青 蛇毒 此 无 免疫 反应 。 每 步 回收 为 70% 左右 。 

银 环 蛇毒 抗体 Fab 与 其 它 蛇 毒 无 免疫 交叉 反应 。 

蛇毒 抗体 Fab 的 酶 标 

先 用 高 碳酸 钠 法 和 二 步 戊 二 醋 法 两 种 方法 ， 将 HRP 标 记 到 蛇毒 抗体 Fab 上 ， 并 对 其 
进行 比较 ， 表 1 是 HRP 标 记 五 步 蛇 毒 抗体 Fab 的 结果 。 用 高 碘 酸 钠 法 进行 酶 标 ，Fab 基 
本 上 能 全 部 被 标记 ，Fab 游 离 分 子 很 少 ， 所 以 产物 的 HRP:Fab 较 低 为 0.25 一 0.30。 而 用 
碾 二 醛 法 标记 ，HRP:Fab 则 为 ] 。 这 是 因为 所 得 产物 中 有 大 量 的 自由 Fab 存 在 ， 以 及 交 
联 的 聚 HRP 分 子 。 尽 管 二 步 戊 二 醚 法 HRP 醇 活 力 回 收 半 高 珊 攀 钠 法 为 高 ， 但 二 者 的 总 
效 价 相近 。 直 于 高 硫酸 钠 法 操作 简便 ， 条 件 易 控 制 ， 所 用 时 间 短 ， 因 而 我 们 在 后 面 的 实 
验 中 都 采用 此 法 进行 酶 标 。 
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RI 两 种 方法 酶 标的 结果 * 




















原料 总 量 Ung) 产物 总 量 tmg) Bip 
WB ton -一 一 一 一 一 一 A dft —-— —- = 回 d HRP /Fab 
HRP Fab HRP Fab (x2 
3 < 128 0.35 1.2 15 0.28 
[131 1 £5 
3 x” 255 D.49 1.9 29 0.26 
10 3 > 128 2.2 2.4 37 D.9^ 
RZEK 


19 3 x128 3.9 2.3 $1 1.2 





= 表 中 HRP 量 和 Fab 量 分 别 根据 EJ —13.7. 
下 ;的 =4.4 和 下 4 =6.76 计 算 查 到 。 


朴 标 免疫 法 测定 蛇毒 

常规 酶 标 免 疫 法 测定 抗原 ， 通 常 是 首先 将 待 测 的 抗原 非特 异地 吸附 在 酶 标 板 上 ， 然 
后 再 与 酶 标 抗体 作用 ， 最 后 测 酶 活力 。 但 如 果 要 将 此 法 用 到 临床 测定 蛇毒 上 ， 有 两 个 至 
命 弱 点 :第 一 ， 非 特异 地 吸附 蛇毒 ， 耗 时 太 长 ， 需 要 过 夜 〈 需 十 多 小 时 ) 。 第 二 ， 醉 标 
板 吸 附 蛇 毒 是 非 选择 性 ， 因 而 也 会 同时 吸附 血液 和 组 织 液 中 其 它 蛋白 质 ， 这 样 就 影响 了 
待 测 蛇毒 蛋白 的 吸附 ， 使 测定 灵敏 度 降低 以 致 测 不 到 。 因 为 蛇毒 蛋白 相对 于 血液 中 蛋白 


而 言 极 少 。 
为 此 ， 建 立 了 三 夹心 (Sandwich) 结构 酶 标 免疫 方法 测定 蛇毒 。 其 方法 如 图 1 所 示 ， 


Ce 
过 让 N 
P YY HSAH p 37C, 30min 1o 
Wide — tik 
?- TE] Seer kv 
& 
; BU 
37T, 30min c 
Ii 1C. 
Bi ZA iiA zae 


第 一 步 非特 异 豚 附 抗体 Fab 分 子 ， 然 后 洗 谋 、 吸 干 ， 用 胶带 封口 ， 冰 箱 中 保存 备用 。 当 

有 待 测 样品 时 ， 了 出 酶 标 板 ， 加 入 蛇毒 ，37 习 保温 30 分 钟 , 洗涤, 再 加 入 HRP-Fab, $70 

保温 30 分 钟 ， 洗 洪 。 加 醉 反 应 液 ，37 CRE, 最 后 测 ODsos。 这 样 从 加 蛇毒 到 得 到 结果 

Ne (蛇毒 量 大 ， 时 间 则 更 短 ) 。 在 此 方法 中 ， 吸 附 蛇 者 是 特异 吸附 ， 血液 中 
它 蛋 白质 没有 干扰 。 
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三 夹心 法 测定 灵敏 度 与 第 一 步 所 用 的 Fab EAX, 36 2 是 固定 蛇毒 最 (40ug)、 
HRP-Fab 量 和 保温 时 间 后 ， 所 用 Fab 浓 度 与 最 后 酶 反应 显 色 ODso 值 的 关系 。 从 表 2 中 
可 见 Fab 浓 度 在 6 一 12 mg/L 时 ， 其 测定 灵敏 度 为 最 高 。 这 是 因为 抗体 浓度 做 时， 与 抗 





表 2 Fab 浓度 与 测定 灵敏 度 的 关系 








~~. eL 3 6 13 26 52 105 210 
Fab ODsoo MIS 
TU b atu pu 0.53 0.62 0.56 0. AT 0.46 0.45 0.36 
32 408 cn js 0.60 0.68 0,83 0.73 0,64 0.67 0.34 
Tu ig 9r dt 3 dt f 0.76 0.82 0.77 0.60 0.50 0.34 0.28 





原 结合 的 位 点 少 ; 抗体 浓度 过 高 对， 抗体 之 间 的 空间 位 阻 大 ， 影 响 了 与 抗原 的 结 舍 。 我 
们 在 临床 测定 中 丝 采 用 6 一 12 mg/L 的 最 佳 抗体 Fab 演 度 。 
表 3 是 常规 醉 标 法 与 三 夹心 酶 标 法 的 结果 比较 ， 


Ai 二 种 斑 慰 测定 方法 结果 比较 





Aum 测定 需 时 间 
血液 干扰 Di: p 
CAg) 《小 叶 ) 
RAHE < 5mg 10 有 BUB 
三 实心 方 法 < 5ng 1.5 RA 可 eA 


临床 试验 

将 三 夹心 酶 标 测 定 蛇 伤 作 了 临床 试验 。 具 体 过 程 是 ， 酶 标 板 上 1 、2 、 3 号 孔 已 事 
先 分 别 吸 有 抗 五 步 蛇 毒 、 抗 量 蛇 毒 和 抗 银 环 蛇毒 抗体 Fab， 每 和 孔 加 食 病 人 血液 组 织 波 的 
缓冲 液 0.1 ml (在 病人 伤口 附近 了 到 血 液 组 织 流 10 一 20 hl 稀释 到 0.3 mb ，377 保温 
30 分 钟 。 洗 涤 三 次 ， 再 对 应 地 加 不 同 蛇 毒 的 HRP-Fab，37Y 保 温 30 29 Bp, PE GA. 加 
0.1 mi 醇 反 应 液 ，37 仿 保温 30 分 钟 。 观察 各 孔 显 色情 况 ， 如 果 1 号 孔 显 色 说 明 病 人 是 
五 步 蛇 蛇 伤 ，2 FARER: 3 SILIO REB REC UT. 

我 们 在 祁 门 蛇 伤 所 的 帮助 下 ， 做 了 十 例 临床 试验 。 结 果 宸 明 ， CO 此 方法 没有 出 
现 候 阳性 现象 ， 这 是 由 于 抗体 抗原 作用 的 高 度 专 一 性 所 决定 的 。 但 会 出 现 假 困 性 结果 ， 
如 病人 被 咬 伤 两 天 后 才 取 样 〈 在 此 情况 下 ， 一 般 病 人 伤口 已 用 中 草药 处 理 过 ) ， 以 及 到 
BOCK. (20 量 蛇 蛇 伤 测定 最 后 一 步 酶 显 色 反 频 村 30 分 钟 才 有 明显 的 红 遍 色 产 生 ， 
而 五 步 蛇 蛇 笑 一 般 只 需 2 一 7 分 钟 。 这 是 因为 五 步 蛇毒 量 大 ， 而 且 是 血 波 毒素。《〈31) 
因为 没有 银 环 蛇 蛇 伤 病人 ， 我 们 没有 柚 此 类 蛇 伤 测定 。 走 4 是 临床 试验 结果 。 

总 之 ， 三 夹心 式 洲 标 免疫 测定 蛇毒 方法 ， 浏 定 灵 敏 ， 条 忻 简 单 ， 需 时 少 ， 一 般 乡 村 
医院 都 可 进行 。 
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家 4 酶 标 法 测定 蛇毒 临床 块 用 结果 





m ds Wi oc E Ë gH 备 i 
五 步 蛇 Wo TREE 其它 方 法 诊断 结果 ) 








1 一 t = 是 i o 
zx = - EHEH 
++ - - zx ds 
- - - 83 Hp (7 
- - - B str 8 
b ++ - = 王 步 蛇 伤 
S Wu om 伤 
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# ”此 病人 被 昱 和 伤 后 ， 当 即 用 中 草药 处 理 伤 口 ， 两 天 后 才 送 到 医院 进行 测定 及 沿 疗 。 
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A SANDWICH ENZYME-IMMUNOASSAY FOR 
DETECTING SNAKE VENOM 


Ge Biag Yu Huiqun Wang Jingying 
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Xu Yan 
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The rapid identification of snake venom in snakebite is very helpful io 
ihe treatment of the snakebite. We have purified thrce kinds of antibody Fab 
of snake venoms by affinity chromatography on different immobilized snake 
venom, in order to avoid crossimmunoreaction, Horseradish peroxidase was 
coupled to these Fab fragments by the periodate method, We have developed a 
sandwich enzyme-immunoassay, which is capable of detecting < 5 ng of snake 
venom in about 90 minuies, This assay used in clinical identification of snake 
venom has achieved satisfied results, 

Key words, Snake Venom, Snakebite, Enzyme-immunoassay 


